Studies on mitochondrial diseases using trans-mitochondrial mice carrying mtDNAs with point mutations by 笠原 敦子
Studies on mitochondrial diseases using
trans-mitochondrial mice carrying mtDNAs with
point mutations
著者 笠原 敦子
内容記述 Thesis (Ph. D. in Science)--University of
Tsukuba, (A), no. 4151, 2006.7.25
Includes bibliographical references
発行年 2006
URL http://hdl.handle.net/2241/18615
－22－
氏　名（本籍） 笠
かさ
　原
はら
　敦
あつ
　子
こ
（埼 玉 県）
学 位 の 種 類 博　　士（理　　学）
学 位 記 番 号 博　甲　第　45　号
学位授与年月日 平成 8 年 7 月 25 日
学位授与の要件 学位規則第 4 条第  項該当
審 査 研 究 科 生命環境科学研究科
学 位 論 文 題 目 Studies on Mitochondrial Diseases Using Trans-mitochondrial Mice 
Carrying mtDNAs with Point Mutations
（点変異 mtDNA 導入による mtDNA 改変マウスを用いたミトコンドリア遺
伝子疾患の研究）
主　査 筑波大学教授 　理学博士   林　　　純　一
副　査 筑波大学教授 　博士（医学）  千　葉　智　樹
副　査 筑波大学助教授 　博士（理学）  中　田　和　人
副　査 筑波大学教授 　理学博士   沼　田　　　治
論　文　の　内　容　の　要　旨
　ミトコンドリアは主に酸化的リン酸化によって ATP を生成する細胞小器官で，その内部に独自のゲノム
であるミトコンドリア DNA（mtDNA）を複数コピー有しており，酸化的リン酸化に関わる酵素群の一部
と，tRNA と rRNA がコードされている。臨床では，全身性のミトコンドリア機能異常を伴う複合疾患（ミ
トコンドリア病）が散見されている。このミトコンドリア病患者からは，ミトコンドリア機能低下を引き起
こす変異型 mtDNA が見出されており，欠失変異である点変異であるか，また変異の生じた遺伝子が何で
あるかによって多種多様な病態を発症する。さらに最近では，糖尿病や神経変性疾患の患者，老化個体から
も様々な変異型 mtDNA が見いだされており，特定の変異型 mtDNA の蓄積に起因するミトコンドリア機
能異常が我々に身近な病気と関係している可能性がでてきている。
　変異型 mtDNA の蓄積に起因する様々な疾患について，その病態発症に至る生体内でのメカニズムの解
明や治療法の確立のためには，特定の変異型 mtDNA を導入したモデルマウスが最も有効な研究戦略とな
る。先行研究において，大規模欠失変異 mtDNA を導入したマウス（mito-mice）が作製され，欠失変異
mtDNA の病原性や病態発症機構，治療法の探索にまで研究が進展している。一方，点変異 mtDNA の蓄積
に起因するミトコンドリア病は患者数が多いにも関わらず，点変異 mtDNA の病原性や病態発症機構の理
解はもとより点変異 mtDNA を導入したモデルマウスすら作製されていないのが現状である。そこで，本
研究では，）病原性点変異 mtDNA，2）多様な点変異 mtDNA の代替としてラット mtDNA，それぞれを導
入したモデルマウスの作製とその解析を通して，点変異 mtDNA の病原性とミトコンドリア機能異常によ
る病態発症機構の解明を目指した。
）点変異 mtDNA 導入マウスの作製
　呼吸鎖酵素複合体の一つである，チトクローム c オキシダーゼ（COX）のサブユニット COI 遭伝子の
ミスセンス変異（T6589C）を 00％有した培養細胞はその COX 活性が 40％程度に低下することが報告さ
れている。そこでこの点変異 mtDNA を ES 細胞を介してマウス個体内に導入を試みたところ，T6589C 
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mtDNA を導入した ES 細胞からキメラマウスを得ることができた。キメラマウスを交配することにより，
全身で点変異 mtDNA を 00％有したマウスを作製することに成功した。これらのマウスでは，①脳，心臓，
肝臓，骨格筋の COX 活性低下，②血中乳酸値の上昇，③低週齢における体重減少が認められた。血中乳酸
値の上昇は，類似する COI 遺伝子の点変異により COX 欠損となっている患者でも見いだされており，この
マウスが疾患モデルととして有用であることを示している。
2）ラット mtDNA 導入マウスの作製
　ラット mtDNA を導入したマウス ES 細胞を用いてキメラマウスの作製を試みたが，ES 細胞由来の毛色
の個体を得ることはできなかった。しかし，PCR 法により，心臓，腎臓，尾からラット mtDNA を検出す
ることができた。しかし，次世代への伝達は見られず，ラット mtDNA を全身で有するマウスを作製する
には至らなかった。ラット mtDNA はその病原性が強すぎるため，マウス個体内に蓄積させることは不可
能であると考えられる。この可能性を 3）で検証した。
3）外来性 mtDNA を導入した ES 細胞の分化能，ATP 量
　T6589C mtDNA とラット mtDNA それぞれで置き換えたマウス培養細胞では，ともに COX 活性が低下
していた。T6589C mtDNA のマウスへの導入では，全身にこの点変異 mtDNA を有したマウスの作出に成
功したが，ラット mtDNA のマウスへの導入では，全身にラット mtDNA を有したマウスの作製には至ら
なかった。この違いは何が原因なのかを検証するために，それぞれの mtDNA と置換したマウス ES 細胞の
分化能と ATP 量を調べた。その結果，T6589C mtDNA 導入 ES 細胞の分化能は正常であったのに対し，ラッ
ト mtDNA 導入 ES 細胞の分化能は著しく低下していた。また，ATP 量も T6589C mtDNA 導入 ES 細胞は
正常であったのに対し，ラット mtDNA 導入 ES 細胞は顕著に低下していた。したがって，ラット mtDNA
による呼吸機能異常が著しいために，全身でラット mtDNA を有するマウスの作出には至らなかったと考
えられる。
　T6589C mtDNA を導入したマウスでは，モデルとして有用な病態は呈しているが，重篤な病態は呈して
いない。ヒトでは，同じ変異型 mtDNA を持っていても病態の現れ方やその重症度が個々に異なる例が数
多く報告されている。つまり，それぞれが持つ核のバックグラウンドによって，mtDNA の変異が病態発症
の原因となる場合とならない場合があるのである。したがって，本研究で作製した T6589C mtDNA を導入
したマウスでも，核のバックグラウンドを変えることにより，別の病態が発症するのではないかと考えられ
る。様々な核との置換が，より詳細な病態解析を可能にし，モデルマウスとしての有用性も高まると期待し
ている。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　本研究は，マウスの病原性点突然変異型 mtDNA と多様な点突然変異を持つ mtDNA の代替としてラッ
ト mtDNA を用い，それぞれを導入したモデルマウスの作製とその解析を通して，点突然変異型 mtDNA
の病原性とミトコンドリア機能異常による病態発症機構の解明を目指した。その結果，X0 タイプの ES 細
胞を用いて病原性点突然変異型 mtDNA を持つ病態モデルマウスの作製に世界で初めて成功した。この手
法の確立は今後もさまざまな突然変異型 mtDNA をもつミトコンドリア病モデルマウスの作出を可能にし，
この領域の研究の進展に大きく貢献するものとして高く評価される。
　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
